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Umesterung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur enzymatischen Racematspaltung von racemischen Alkoholen mit
bzw. in Vinylestern durch Umesterung, wobei der Vinylester in ein Keton bzw. einen Aldehyd und einen
"SHurerest" gespalten wird und wobei der verbliebene S&urerest mit einem hinzugegebenen racemischen
Alkcho! enantioselektiv einen Ester bildet und allein ein Enantiomeres des Alkohols unverdndert zurlick-
bleibt. Ester und nicht umgesetzter Alkohol und somit beide enantiomeren Alkohole kénnen leicht voneinan-
der getrennt werden. Das zweite Enantiomere des Alkohols kann gegebenenfalls durch Spaltung des Esters
gewonnen werden.

Viele optisch aktive Alkohole sind wichtige chirale Vorstufen von biologisch aktiven Substanzen
(Arzneimittel, Naturstoffe, Pflanzenschutzmittel) und ein wirtschaftliches Herstellungsverfahren ist deshalb
von groBer Bedeutung. Einige pharmakologische Wirkstoffe, deren Darstellung mit dem erfindungsgeméaBen
Verfahren erleichtert wird, sind beispielsweise NSAIDs (non-steroidal-antiinflammatory-drugs) wie lbuprofen
und Naproxen, Betablocker wie Nifenalol und Penbutolol, Bronchospasmolytica wie Tolubuterol und Bitolte-
rol, Antimycotica wie Tioconazol, Pyrethroide wie Allethrine, darliber hinaus Tetramisol, Tetrahydrozolin,
(R)-(-)-Tomoxetine und (S)-( + )-Fluoxetine sowie Prostaglandine und Kohlenhydrate.

Es ist bekannt, daB man Vinylester unter Hinzugabe von Alkoholen in Gegenwart von L&sungsmittein
wie Tetrahydrofuran unter enzymatischer Katalyse umestern kann (M. Degueil-Castaing et al. Tetrahedron
Letters, Vol. 28, No. 9, Seiten 953-954, 1987). Als Enzym wurde PPL (Pig Pancreatic Lipase) verwendet.
Eine Stereoselektivitdt wurde bei der Reaktion nicht beobachtet.

Atushi Makita et al. beschreiben in Tetrahedron Letters, Vol. 28, No. 7, Seiten 805-808, 1987 den
Einsatz von Lipase P zur "Lactonisierung” von «-Hydroxycarbonsduremethylestern in organischen L8sungs-
mitteln wie Cyclohexan, Chloroform, Hexan, Heptan, Benzol, Toluol oder Dimethylsulfoxid.

In der deutschen Patentanmeldung P 36 24 703.0 wurde vorgeschlagen, aus prochiralen Diolen durch
Umsetzung mit Vinylacetat in Gegenwart von Hydrolasen chirale Verbindungen optisch rein darzustellen.
Dies gelingt durch selektive Veresterung nur einer der beiden enantiotopen priméren OH-Gruppen.

Es wurde nun iiberraschend gefunden, daB sich racemische Alkohole enzymatisch frennen lassen,
indem man sie einer selektiven enzymkatalysierten Umesterungsreaktion mit Vinylestern unterwirft, wobei
auf LEsungsmittel verzichtet werden kann. Als Enzyme kdnnen Lipasen aus Schweineleber und Schweinep-
ankreas sowie aus Mikroorganismen, wie Candida, Mucor, Rhizopus, Penicillium und insbesondere aus |
Pseudomonas spec., wie Lipase P und Lipase FP (Amano, Japan) eingesetzt werden. '

Dies war um so Uberraschender, als bisher angenommen wurde, daB die freigesetzten Carbonylverbin-
dungen (Aldehyde oder Ketone) mit den Lipasen reagieren und diese desaktivieren.

Die Erfindung betrifft somit:

Ein Verfahren zur enzymatischen Racematspaltung von racemischen Alkoholen, wobei man einen Vinylester
der Formel |,

RZ

0
A0\ gl I

in der

R' Wasserstoff, Ci-Cqg-Alkyl, welches gegebenenfalls mit Halogen substituiert ist, Phenyl oder (C:-Cs)-
Alkoxy-~{C1-Ca)-Alky!

und

R2 Wasserstoff oder Methy! bedeutet,

in Gegenwart von Lipasen aus Schweineleber, Schweinepankreas sowie aus Mikroorganismen, wie Candida,
Mucor, Rhizopus, Penicillium, Aspergillus und Pseudomonas umsetzt mit einem Alkohol

der Formel Il,
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c II

in der

R? C;-Cis-Alky! oder C3-C1o-Cycloalky! bedeutet, wobei diese Reste auch halogensubstituiert sein kénnen,
und

R* Epoxi-C1-Cs-Alkyl bedeutet, wobei die Epoxi-Gruppe in 8-Position zur OH-Gruppe im Rest der Formel il
steht

oder

R* Cy-Cio-Alkyl, C1-Cio-Alkenyl, C2-Cio-Alkinyl, C3-Cs-Cycloalkenyl, wobei die Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-
und Cycloalkenylreste gegebenentfalls mit COOH, Halogen, NOz, CN, C;-Ca-Alkoxycarbonyl oder Phenyl
substituiert sind, wobei der Phenylrest seinerseits mit Halogen, NOz .CN oder C1-Cs-Alkoxy substituiert sein
kann, oder R* Aryl oder Heteroaryl bedeutet, wobei die Aryl oder Heteroarylreste gegebenentalls mit C1-Ca-
Alkyl, C1-Cq-Alkoxy, Halogen, NO2, CN oder N Sgr. substituiert sind, wobei Sgr. eine Aminoschutzgruppe
darstellt,

oder in der

R® und R* zusammen einen Alkylen- oder Alkenylen-Rest der Formel llla,b

a) RO (CHp)p, p) R (CHy)p -
T 1T

R r®

darstellen, in der

n 1, 2 oder 3 ist und

RS und R¢ gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, C2-Cs-Alkenyl, C1-Ca-Alkyl oder

RS und R® zusammen anelliertes Phenyl oder anelliertes Naphthy! bedeuten, wobei der Phenyl- oder
Naphthyl-Rest gegebenentalls C1-Ce-Alkyl-, C1-Cs-Alkoxy-, NO2-, CN- oder Halogen-substituiert ist,

wobei eine Methyleneinheit der Alkenylenkette auch durch eine Carbonylgruppe ersetzt sein kann,

und anschliefend den entstandenen optisch reinen Alkohol der Formel Il isoliert und gegebenenfalls das
andere Enantiomere aus dem verbliebenen Ester gewinnt.

Unter Halogenen werden Fluor, Chlor, Brom und Jod, insbesondere Chlor und Brom verstanden. Unter
"Aryl" werden beispielsweise Phenyl, Naphthyl, Phenanthryl,Anthryl und Fluoreny! verstanden, insbesonde-
re Phenyl, Naphthyl und Phenanthryl. Unter "Heteroaryl” werden beispielsweise Furyl, Thienyl, Pyrrolyl,
Pyridyl, Pyrimidy!, Pyrazinyl, Imidazolyl, Oxazolyl, Thiazolyl und Indolyl verstanden, insbesondere Furyl,
Thienyl, Pyrrolyl und Pyridy!l. Unter der Aminoschutzgruppe "Sgr." werden die in der Peptidchemie
iiblicherweise eingesetzten Aminoschutzgruppen verstanden, beispielsweise Benzyloxycarbonyl (Cbz=2),
Benzoyl, Benzyl, Butyloxycarbonyl (Boc), 9-Fluorenyl-methoxycarbonyt (Fmoc), Benzhydryl, Allyloxycarbo-
nyl (Aloc), Tosyl, Methoxymethyl (MOM), Tetrahydropyrany (THP), Acetyl, aber auch Alkyl- oder Cycloalkyl-
gruppen, wie beispielsweise N-Methyl, N,N-Dimethyl, oder Piperidin oder Morpholin. Unter "anelliertem
Phenyl" bzw. "anelliertem Naphthyl" wird ein Phenyl- bzw. Naphthylrest verstanden, bei dem die C-C-
Doppelbindung des Restes der Formel Ili Bestandteil des Phenyl- bzw. Napthylrestes ist. Die gegebenen-
falls substituierten Reste R, R3, R*, R® und R® sind bevorzugt monosubstituiert.

Alkyl- und Alkenylreste mit 3 und mehr Kohlenstoffatome und Alkinylreste mit 4 und mehr Kohlenstoff-
atomen kdnnen sowohl geradkettig als auch verzweigt sein.

Insbesondere bevorzugt wird als racemischer Alkohol der Formel Il eine der in Tabelle 1 aufgeflhrten
Verbindungen eingesetzt. )

Das erfindungsgeméBe Verfahren weist gegeniiber herkdmmlichen Verfahren zur Racematspaltung von

Alkoholen foigende Vorteile auf:

a) Zumindest ein Enantiomeres ist immer (optisch) hochrein, meist sogar beide;

b) Das eingesetzte Enzym kann leicht zurlickgewonnen werden;

c) Die Trennung des bei der Spaltung entstandenen "Esters" von dem "Alkoho!" ist sehr einfach, im
Idealfall lassen sich beide destillativ trennen;
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d) Verzicht auf ein zusdizliches L&sungsmittel;
e) Hoher und schneller Umsatz bei einem Einsatz von vergleichsweise medngen Enzymmengen.

Bei dem erfindungsgemifien Verfahren wird der Vinylester der Formel | in Carbonsdure und den
entsprechenden Vinylalkoho! gespalten. Der Vinylalkohol lagert sich sofort um in ein Keton bzw. einen
Aldehyd. Eine Rickreaktion ist somit vollstdndig unterbunden. Unter der katalytischen Wirkung der
genannten Lipasen wird auf diese Weise schnell und in hohen Ausbeuten selektiv ein Enantiomeres aus
dem racemischen Alkohol verestert, das andere Enantiomere bleibt unveréndert im Reaktionsgemisch.

Besonders gut eignet sich das erfindungsgemife Verfahren zur Spaltung von solchen Alkoholen, die in
B-Position zur OH-Gruppe eine C-C-Doppel- oder -Dreifachbindung aufweisen, bzw. die in dieser Position
ein Epoxid oder ein Doppelbindungs3quivalent wie einen Cs-Ring besitzen.

Bei dem erfindungsgeméfen Verfahren geht man am besten so vor, daf man den Vinylester der
Formel 1, bevorzugt Vinylacetat oder Chloressigsdurevinylester vorlegt und zu dieser L&sung sowohi das
Enzym als auch den zu spaltenden Alkohol hinzugibt. Als Enzym wird bevorzugt eine Lipoprotein-Lipase
aus Pseudomonas spec., insbesondere Lipase P oder Lipase FP, die kduflich erhdltlich sind, (Amano
Pharmaceuticals, Nagoya, Japan) eingesetzt. DarlUber hinaus kann das Enzym auch in immobilisierter Form
eingesetzt werden, wobei hierzu alle gdngigen Immobilisierungsmethoden und Tréger in Frage kommen.
Immobilisiertes Enzym und freies Enzym kdnnen auch im SZulenverfahren eingesetzt werden. Die Enzym-
menge wird in Abh#ngigkeit von der GroBe des Ansatzes, von der Reaktivitit des Alkohols, von der
anzustrebenden Reaktionszeit und von der Art des Enzyms (frei oder fixiert) frei gewéhlt und ist im
Einzelfall durch einfache Vorversuche leicht zu bestimmen. Der zu spaltende Alkohol wird in Konzentratio-
nen von 1 % bis 200 %, bevorzugt von 10 % bis 40 % - bezogen auf das Volumen des eingesetzten Vinyl-
bzw. Methylvinylester - eingesetzt. In manchen Fillen ist es sogar mdglich, Vinylester nur in stéchiometri-
schen Mengen - bezogen auf ein Enantlomeres vorzulegen

Die Reaktionstemperatur betrdgt - -10° C bis 100° C, bevorzugt 15° C bis 50° C. Es ist zweckm#Big, die
L&sung wihrend der Reaktion zu riihren. Die Reaktionszeiten schwanken je nach eingesetztem racemi-
schem Alkohol und in Abhidngigkeit von der Enzymmenge zwischen wenigen Stunden und bis zu 4
Wochen: liegen jedoch in der Uiberwiegenden Zah! der Félle zwischen 3 Stunden und 3 Tagen.

Die Vinyl- bzw. Methylvinylester der Formel | sind, sofern nicht k&uflich, auf einfache Weise herstellbar,
beispielsweise durch Umesterung von Vinylacetat mit den entsprechenden Carbonsduren.

Die racemischen Alkohole der Formel il erhilt man, sofern sie nicht k#uflich sind, z.B. durch Reduktion
aus den entsprechenden Ketonen, die meist kduflich sind, oder durch a-Bromierung entsprechender Ketone
mit anschlieBender Reduktion zum Alkohol. Andere nicht k&ufliche Alkohole oder Ketone lassen sich nach
literaturbekannten Verfahren einfach herstellen, beispielsweise Uber Grignard- oder andere géngige Addi-
tionsreaktionen.

Die bei dem erfindungsgemaBen Verfahren entstehenden Produkte Acetaldehyd bzw. Aceton, Carbon-
siureester und Alkohol lassen sich auf bekannte Art und Weise trennen. Im Idealfall erhdlt man den nicht
umgesetzten Alkohol durch destillative Trennung. Ist eine destillative Trennung nicht m&glich, so erfoigt die
Trennung chromatographisch oder per Extraktion oder Kristallisation. Eine M3glichkeit, die Siedepunkidiffe-
renz zwischen dem enzymatisch gebildeten niederen Ester und dem nicht umgesetzten Alkohol zu erhdhen,
besteht darin, anstelle von Vinylester den enisprechenden a-Halogen-carbonsiurevinylester einzusetzen (z.
B. «-Chloressigsdurevinylester).

Soll auch das andere Enantiomere rein dargestellt werden, so isoliert man zunfchst den Ester und
spaltet diesen auf bekannte Weise in S8ure und Alkohol.

So erhilt man Alkohole mit Enahtiomerenreinheiten von Uber 95 % (ee-Wert).

Das fur die Reaktionen verwendete Enzym I4Bt sich leicht durch Filtration zurlickgewinnen.

In den nachfolgenden Beispielen wird die Erfindung detailliert erldutert.

Beispiel

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Der racemische Alkohol wird in Vinylester geldst bzw. suspendiert. Dazu gibt man Lipase P (bzw.
Lipase FP) in freier oder fixierter Form und riihrt bei der in Tabelle 1 angegebenen Temperatur. Nach
Beendigung der Reaktion filtriert man das Enzym (sowohl das freie als auch das fixierte Enzym ist
wiederverwendbar) ab, engt die verbleibende L&sung im Vakuum zur Trockne ein und trennt das als
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Riickstand verbleibende Alkohol/Ester-Gemisch durch Sdulenchromatographie an Kieselgel, bzw. durch
Extraktion, Kristallisation oder Destillation.

In Tabelle 1 sind die erhaltenen Produkte, die variablen Verfahrensparameter (Enzymmenge, Alkohol-
menge, Vinylestermengen, Reaktionstemperatur, Reaktionszeit) sowie Produkicharakteristika und chemische
Ausbeute angegeben. .
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Anspriiche

1. Verfahren zur enzymatischen Racematspaltung von racemischen Alkoholen, dadurch gekennzeichnet,
daB man einen Vinylester der Formel |,

¥ oS
=0 rL

in der

R' Wasserstoff, C1-Cys-Alkyl, welches gegebenenfalls mit Halogen substituiert ist, Phenyl oder C:-Cs-
Alkoxy-Cy-Cs-Alky!

X Halogen

und

R? Wasserstoff oder Methy! bedeutet,

in Gegenwart von Lipasen aus Schweineleber, Schweinepankreas sowie aus Mikroorganismen, wie Candida,
Mucor, Rhizopus, Penicillium, Aspergillus und Pseudomonas umsetzt mit einem Alkohol der Formel Il

r% R3
~N*F o
c 11
Vd

N
H OH

in der
R3 C1-C15-Alky!, C3-C10-Cycloalky! bedeutet, wobei diese Reste auch halogensubstituiert sein k&nnen,
und

. R* Epoxi-C1-Cs-Alkyl bedeutet, wobei die Epoxi-Gruppe in g-Position zur OH-Gruppe im Rest der Formel Il

steht

oder

R* C1-C1o-Alkyl, C2-C1o-Alkenyl, C2-C1o-Alkinyl, C3-Cg-Cycloalkenyl bedeutet,

wobei die Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- und Cycloalkenylreste gegebenenfalls mit COOH, Halogen, NO2, CN, G-
Cq-Alkoxycarbony! oder Pheny! substituiert sind, wobei der Phenylrest seinerseits mit Halogen, NOz ,CN
oder Ci-Cs-Alkoxy substituiert sein kann, oder R* Aryl oder Heteroaryl bedeutet, wobei die Aryl- oder
Heteroarylreste gegebenenfalls mit C1-Ca-Alkyl, C1-Cs-Alkoxy, Halogen, NOz, CN oder N-Sgr. substituiert
sind, wobei Sgr. eine Aminoschutzgruppe darstellt,

oder in der

R3 und R* zusammen einen Alkenylen-Rest der Formein lila,b

a) R2 (CH,) b) R> (CH, )y -
T:[: j][j 111
6

Rré

darstellen, in der

n 1, 2 oder 3 ist und

R°® und RE gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, G2-Cs-Alkenyl, C1-Cs-Alkyl oder

R° und R® zusammen anelliertes Phenyl oder anellieries Naphthyl bedeuten, wobei der Phenyl- oder
Naphthyl-Rest gegebenenfalls C1-Cs-Alkyl-, C1-Ca-Alkoxy-, NO2-, CN- oder halogensubstituiert ist,

wobei der Alkenyien-Rest der Forme! Il auch noch eine Ketogruppe aufweisen kann

und anschlieBend den enistandenen optisch reinen Alkohol der Formel ll isoliert und gegebenenfalls das
andere Enantiomere aus dem verbliebenen Ester gewinnt.
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap mindestens eine der nachfolgenden

Bedingungen erflllt ist:

R’ bedeutet C1-Cs-Alkyl, welches gegebenenfalls chiorsubstituiert ist;

R? bedeutet C1-C7-Alkyl, welches gegebenenfalls chlorsubstituiert ist, oder R® bedeutet C3-Cs-Cycloalkyl;
R* bedeutet Ci-Cs-Alkyl, C2-Ca-Alkenyl oder Cz-Cai-Alkinyl, wobei die Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylreste
gegebenenfalls phenylsubstituiert sind oder

R* bedeutet Phenyl, Naphthyl, Phenanthryl, Furyl, Thienyl, Pyrrolyl oder Pyridyl, wobei diese Reste
gegebenenfalls ihrerseits mit Halogen, NO2, CN, C1-Cs-Alkyl oder C-Cs-Alkoxy substituiert sind,

R® und R bilden zusammen anelliertes Phenyl.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine der nachfolgenden

Bedingungen erfiillt ist:

R' bedeutet Methyl oder Chlormethyl

R® bedeutet C:-Cs-Alkyl, welches gegebenentfalls chiorsubstituiert ist oder R® bedeutet Cyclopropyl

R* bedeutet Phenyl, Naphthyl, Phenanthryl, Furyl oder Pyridyl, wobei diese Reste gegebenenfalls ihrerseits
mit NOz oder Methoxy substituiert sind. .

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als racemischer Alkohol der Formel Il eine
der in Tabelle 1 aufgefiihrten Verbindungen eingesetzt wird.

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daf Lipase
von Pseudomonas eingesetzt wird.

8. Verwendung der gemiB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5 erhiltlichen optisch reinen
Alkohole zur Hersteliung von NSAIDs, Betablockern, Bronchospasmolytica, Antimycotica, Pyrethroiden,
Tetramisol, Tetrahydrozolin, (R)-(-)-Tomoxetine, {S)-( +)-Fluoxetine, Prostaglandinen oder Kohienhydraten.

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die NSAIDs lbuprofen und Naproxen,
die Betablocker Nifenalo! und Penbutolol, die Bronchospasmolytica Tolubuterol und Bitolterol, das Antimy-
coticum Tioconazol und das Pyrethroid Allethrine sind.
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